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論文内容の要 1::. Eヨ
αーグlレカンホスホリラーゼは生物界に広く分布し，デンプンやグリコーゲンの代謝に重要な関係、を
持っている。特にウサギ筋肉から得られた酵素はいわゆるアロステリック酵素のーっとして近年詳細
な研究が進められており，その生理学的な役割も明らかにされてきた。一方，植物起源であるジャガ
イモの酵素は組織中における含有量も高く筋肉酵素に次いでよく知られているものであるが，その化
学的な研究ははるかにおくれている。われわれはこのジャガイモ酵素が筋肉酵素との比較において
二，三の興味ある性質を持っているので，これを用い酵素の構造と機能，特に酵素反応の調節機構を
解明する手がかりが得られるだろうと考え，ジャガイモ酵素の純化と，その性質の究明を行った。本
研究に関する現在までの報告は 3 報に分かれており，第 1 報および第 2 報は共著であるが，一連の研
究であるので，主論文である第 3 報と共に概説する。
先ず第 l 報では，ジャガイモよりデンプンへの吸着とクロマトグラフィにより，ホスホリラーゼを
純化して，結晶状に分離する方法を確立した。本酵素の結晶化については既に報告されたことがある
が，結晶酵素の性質に関する記載がなく，その後もこの方法が用いられていない。われわれが得た結
晶酵素は，電気泳動と超遠心分離において均一な性質を示し，沈降係数は 6.5S であった。またその
アミノ酸組成を調べると，既に報告されているウサギ筋肉の酵素のアミノ酸組成にかなりよく類似し
ていることがわかった。ジャガイモの酵素は筋肉酵素と異なりアデノシンリン酸による活性化が認め
られないし，またサブユニットへの解離もみられていないのにかかわらず，その分子量とアミノ酸組
成が類似していることは興味深い。
また従来種々の論議が行われてきた，ホスホリラーゼがプライマーを全く含まない状態でグJレコー
スー1ーリン酸だけからいわゆる de novo の多糖類の合成を行うことができるかどうかという点につ
いて，今回得られたジャガイモの結晶酵素を用いて検討した。その結果，グノレコアミラーゼで処理し
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た結晶酵素と活性炭で精製したク勺レコースートリン酸を用いた系では，長時間に渡ってオルトリン酸
の放出が全く見られないことを見出し， ホスホリラーゼは de novo の合成を行わないと結論した。
乙の際に乙のような系でも極く微量の αーアミラーゼを添加すると， 急激なオノレトリン酸の放出が起
ることを見出し，その原因を考察した。
次いで第 2 報においては，前報で指摘したようにジャガイモの酵素と筋肉の酵素のアミノ酸組成に
類似性が見出されたので，両酵素の高次構造をも比較するために，円偏光二色性を測定した。その結
果，結合ピリドキサーノレリン酸のまわりの立体構造が非常によく似ていることがわかった。 また 222
mμ の分子楕円係数より計算したジャガイモ酵素の αーヘリックス含量は 29%であった。 これらの結
果からもやはり両酵素はその活性の調節機構に著しい差異があるにかかわらず，タンパク質としての
構造がおそらくよく似たものであろうと考えられた。
主論文である第 3 報においては，乙れら 2 種の酵素の比較をすすめるために，特にピリドキサーノレ
リン酸の結合様式について調べた。ジャガイモのホスホリラーゼは既に知られている通り，筋肉のホ
スホリラーゼ b と同じく 1 分子中に 2 分子のピリドキリサー jレリン酸を結合している。そのためにこ
の酵素は中性水溶液において 333mμ に小さな吸収ピークを示すが， 乙の溶液の pH を徐々に上げ
ていくとこのピークは減少し，かわりに 390mμ 附近に新しい吸収ピークが現われる。アノレカリ溶液
におけるこの吸収変化の様子は，既に報告されている筋肉酵素の場合とよく一致する。 Fischer らは
この変化をピリドキサー Jレリン酸の結合が aldamine 型より Schiff 塩基型に変換することによるも
のと考えているが， われわれは 0.02M NaBH4 で還元したジャガイモ酵素でもアノレカリ溶液におい
て全く同様の変化を示すところから，この変化はむしろ結合ピリドキサーノレリン酸中の解離基，おそ
らくはフェノーノレ性水酸基の解離によるものではなし 1かと考えた。何れにしてもこのような変化を通
して調べたピリドキサーノレリン酸の結合様式も， ジャガイモ酵素と，筋肉酵素とでよく一致している
乙とが明らかになった。
一方，高濃度の尿素によるホスホリラーゼの失活を測定してみると，ジャガイモ酵素の方が筋肉酵
素よりも失活に対してはるかに高濃度の尿素を要求することがわかった。次いで，この失活と結合ピ
リドキサーノレリン酸との関係をみるために，種々の濃度の Na13 H4 を共存させてジャガイモ酵素とを
尿素で処理すると ， NaBH4 による著しい失活の保護効果が見られた。この効果は 0.02M NaBH4 で
最高となり，それ以上の濃度では保護効果は減少した。 NaBH4 を加えたものと加えないものとで，尿
素処理後の酵素タンパク質を回収して，その吸収をみたところ ， NaBH4 のないものでは結合ピリドキ
サーノレリン酸が完全に失われていたが， NaBH4 を加えたものではそれが残っていることを認めた。
このことより NaBH4 を加えたものでは，還元によりピリドキサーノレリン酸が固定され，その結果失
活が抑制されたものと考えられる。これを確めるために ， 0.02M NaB H4 のみで中性において処理し
たジャガイモ酵素を調製し，その性質を調べたところ，この還元酵素はもとの未処理の酵素と比べ活
性の低下は全く認められず，また ， 333mμ の吸収ピークも変化していなかった。この還元酵素を改
めて尿素で処理すると，やはりもとのジャガイモ酵素よりも尿素に対して抵抗性が高くなっているこ
とがわかった。 Fischer らの研究によると筋肉酵素の場合には，このような中性の条件では還元はす
すまず，酸性状態ではじめてピリドキサーノレリン酸は固定され，酵素活性は約60%にまで低下すると
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いう。
一方，ジャガイモ酵素はさらに高濃度の NaBH4 (O.06M) で処理すると，ほとんど完全に失活す
ることがわかった。このように処理した酵素ではもはや 333mμ 附近の吸収ピークは認められなくな
っているが， ピリドキサーノレリン酸の呈色試験であるクロロイミド反応は， この処理によってはじめ
て濃い青色を呈するようになった。 もとのジャガイモ酵素あるいは 0.02M NaB H4 で処理した酵素
は，黄緑色を示すだけであるので，このような状態ではピリドキサールリン酸の水酸基は結合状態に
あるのではなし、かと考えられる。また O.06M NaB H4 の処理による 333mμ の吸収ピークの消失と
酵素活性の減少とは，平行してすすまない。そして乙の処理によって紫外領域の吸収も大きく変化す
るところから，ピリドキサーノレリン酸の結合だけではなく，タンパク質部分にも変化が起っているも
のと考えられる。以上の結果より，ジャガイモのホスホリラーゼと筋肉のホスホリラーゼにおける
ピリドキサー jレリン酸の結合様式にはかなりの類似性がみられるが，詳細な点にはかなりの差異が指
摘される。またこれらの結果より，筋肉酵素ではみられていなかった結合ピリドキサーノレリン酸の状
態と酵素活性の聞の関係を明らかにすることができた。
論文の審査結果の要旨
αーグjレカンホスホリラーゼは. 1937年加リン酸分解という全く新しい化学反応を触媒する酵素とし
て発見されたもので，動物体におけるグリコーゲン，植物体における澱粉の生成分解に関与する重要
な酵素である。
動物筋肉から得られる αーグノレカンホスホリラーゼ a および b は，早くから結晶状に得られ，その
作用機作，化学構造もかなり詳細に研究されているが， 1940年発見された植物 αーグノレカンホスホリ
ラーゼについては，結晶 l乙得られた確実の証明がなく，従ってその機作，特に化学構造の研究は動物
酵素に比べて著しくおくれていた。
鴨川君は， まずジャガイモから αーグノレカンホスホリラーゼを大量に結晶に得る方法を確立し，こ
の結品酵素が，電気泳動および、超遠心的に単一蛋白質であることを証明した。この純粋の酵素を使用
して，グノレコースー 1 ーリン酸からの多糖類の合成に，プライマーとして多糖類を必要とすることを
確証し，従来植物酵素について出されていた機作の疑点をとり除いた。
さらに，ウサギ αーグノレカンホスホリラーゼ b の結晶標品を作り， これと比較しながら，両酵素の
機作および構造上の相似点と相違点とを，アミノ酸分析，円偏光二色性，尿素処理および NaBH4 (ナ
トリウムボロハイドライド)処理による吸収曲線の変化， ビタミン B6 リン酸の呈色反応などの諸方
法によって精査し，その結果をとりまとめ， かっ，動物ホスホリラーゼ中のビタミン B6 リン酸の結
合様式についての従来の説の誤を指摘した。
以上，鴨川君のジャガイモクールカンホスホリラーゼに関する研究は， 20年近くおくれていた植物ホ
スホリラーゼの研究を動物ホスホリラーゼの研究水準までひきあげ，両酵素の異同点を論じ得るよう
にしたもので，理学博士の学位論文として十分価値があるものと認定した。
- 25 ー
